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^ (57) Abstract: The invention concerns a combination product comprising an antisense oligonucleotide of the gene encoding MBD2- 
1^* demethylase and at least an agent used in antitumour chemotherapy, in particular bleomycin, for simultaneous, separate or prolonged 
use for treating proliferative and inflammatory diseases, in particular for cancer treatment. 

m 

(57) Abrege : La prSsente invention concerne un produit de combinaison comprenant un oligonucleotide antisens du gene codant 
pour la demSthylase MBD2 et au moins un agent utilise* en cMmiotherapie antitumorale, en particulier la bleomycine, pour une 
utilisation simultaiiee, s^paree ou 6talee dans le temps pour le traitement des maladies proliferatives et inflammatoires, en particulier 
^ pour le traitement du cancer. 
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Combinaison chimiotherapie et antisens de la DNA demethylase 



5 La presente invention se rapporte a un produit de combinaison comprenant un antisens 
du gene codant pour la demethylase MBD2 et au moins un agent utilise en 
chimiotherapie antitumorale, en particulier la bieomycine, pour une utilisation 
simultanee, s6par6e ou etaiee dans le temps pour le traitement des maladies 
proliferatives et inflammatoires, en particulier pour le traitement du cancer. 

10 

La methylation de l'ADN est un mecanisme epig^netique important qui regule 
Texpression des g&nes (1-4). L'une des caracteristiques des cellules cancereuses reside 
dans un schema aberrant de methylation (5). Deux changements contradictoires du 
schema de methylation ont ete anterieurement documentes, a savoir Thypermethylation 
15 de genes s61ectionn6s (6) et Thypomethylation globale (7). 

A Theure actuelle, on ne sait pas parfaitement quels sont les m<§canismes responsables 
des changements observes dans la methylation de l'ADN. II est possible que ces 
changements soient une consequence de la deregulation de Texpression des differents 

20 composants de la machinerie de methylation de 1'ADN (8). La machinerie de 
methylation de l'ADN est composee d'ADN-methyltransferase (9), de demethylases 
(10), (11) et (12), et de proteines de liaison de l'ADN methyle (MBD) qui interpreted 
le signal de methylation de l'ADN (13). Un certain nombre ^observations etayent 
l'hypothdse selon laquelle la deregulation de l'ADN-methyltransferase d f entretien 

25 DNMT1 joue un r61e important dans la tumorigenese (14), (15) et (16). Une question 
importante est done de savoir si d'autres composants de la machinerie de methylation 
de l'ADN pr6sentent eux aussi un caractere critique pour la transformation cellulaire 
(8)et(17). 
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II a ete propose que Phypermethylation des genes suppresseurs de tumeur servirait de 
m^canisme pour rendre silencieux des genes critiques, qui inhibent differentes Stapes 
de la tumorigendse. Cette hypermethylation aurait pour consequence de favoriser le 
processus conduisant a la transformation des cellules (18). Des cytosines methylees 
5 sont sp^cifiquement reconnues par les MBD (13) et (19-21), qui s'associent a des 
corepresseurs tels que le Sin3A, recrutent des histone-ddsacetylases pour des genes 
methyl£s (22-26) et peuvent Stre trouvees dans des complexes connus de repression de 
la transcription, tels que le Mi2 (27). 

10 Le Mecp2, qui est le membre le mieux caracterise de la famille, n'est probablement pas 
trbs important pour ce qui est de rendre les genes silencieux pendant la trans- 
formation, car il n'est pas exprime dans les cellules cancereuses (20). D'autres 
proteines candidates doivent etre mises en jeu. Une proline de liaison de l'ADN 
methyl^ recemment caracterisee, la MBD2, est un candidat interessant pour les raisons 

1 5 exposees ci-apres. 

Tout d'abord, FADNc de MBD2 a ete clone a partir d'une banque d ! ADNc d'une lign6e 
de cellules cancereuses (28), et il s'est av6re qu'il est exprime dans des echantillons et 
des lignees cellulaires de cancer du sein (29). Deuxiemement, la proteine est impliquee 
20 non seulement dans la suppression du g£ne par un m£canisme analogue k celui qui est 
pr£sente pour le Mecp2 (24) et (27), mais il s ! est aussi av6re qu f elle porte egalement 
une activite de demethylase (28). 

L'activite de demethylase a ete anterieurement purifiee k partir d'une lignee de cellules 
25 humaines non-petites de cancer du poumon A549 (12), et il s'est de m§me avere que la 
transfection de la lignee de cellule d'embryon PI 9 par le Ha-Ras proto-oncogene 
conduit a une augmentation de l'activite de demethylase (30). II n'est pas impossible 
qu'une activite accrue de demethylase soit associee a une tumorigenese, et quelle 
pourrait Stre en partie responsable de 1'hypomethylation globale observee dans les 
30 cellules cancereuses (17). Ainsi, la Mbd2/demethylase pourrait faire partie de la 
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machinerie impliqu£e dans la mediation ou Interpretation des deux changements 
contradictoires associes au schema de methylation de 1'ADN dans les cellules 
cancereuses, a savoir Thypermethylation et Thypomethylation. 

5 Bien que cette activity de demethylase a ete contestee par certains groupes (24), il a 6t6 
montre que la Mbd2b/demethylase obtenue par recombinaison, exprimee dans vine 
lignee cellulaire SF-9 heterologue, presente une activity de demethylase. En outre, la 
co-transfection de la Mbd2b/d^methylase et des plasmides methyles provoque une 
d&nethylation de ces plasmides et l'expression forc^e de la Mbd2b/d6methylase dans 
10 les cellules PANC-1 conduit a une demethylation et a Tinduction du promoteur 
endogene MUC-2. 

La presente invention apporte les elements demontrant que la Mbd2/d&nethylase est 
effectivement exprimee dans les cellules cancereuses, et qu'elle est essentielle a la 
1 5 croissance de cellules tumorales en culture et in vivo. 

Aucune combinaison de genotherapie et de chimiotherapie, consistant a associer un 
agent utilise en chimiotherapie antitumorale avec une genotherapie sur la base d'un 
antisens d'un gene implique dans le niveau de methylation de PADN comme celui de 
20 la MBD2/d<§methylase, n'a 6te decrite dans 1'etat de la technique. 

Or, en combinant une chimiotherapie utilisant la bleomycine et Telectrotransfert 
intratumoral d'un plasmide codaht pour 1' antisens g6n£tique de PADN demethylase 
humaine MBD2, on obtient un effet synergique puissant dans le traitement des 
25 tumeurs. Le principal avantage de ^invention est done sa surprenante efficacite, 
puisque, si Ton considere le taux de gu6rison complete des tumeurs, il est de 10% en 
utilisant la genotherapie par electrotransfert du g£ne MBD2 demethylase seul, et aussi 
de 10 % avec la chimiotherapie bleomycine seule, et ce taux monte a 40 % en utilisant 
la combinaison des deux traitements : geno- et chimiotherapie. 
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Description 

Ainsi, la pr^sente invention se rapporte a un produit de combinaison comprenant au 
5 moins un oligonucleotide antisens du gene codant pour la d&n&hylase MBD2 et au 
moins un agent utilise en chimiotherapie antitumorale pour une utilisation simultan£e, 
s6par£e ou 6tal6e dans le temps destine au traitement des maladies prolifSratives et 
inflammatoires. 

10 Dans un mode de realisation particulier, 1' antisens du gene codant pour la d6methylase 
MBD2 comprend au moins 15 nucleotides cons^cutifs de la sequence SEQ ID N°l ou 
de sa sequence complementaires ou de la SEQ ID N°2. 

La SEQ ID NO 1 correspond a la sequence decrite dans GENEBANK sous le num£ro 
15 d'accession AF 072242 (Homo sapiens methyl-CpG binding protein MBD2 (MBD2) 
mRNA, complete cds). 

SEQ ID No 1 : 

gggggcgtggccccgagaaggcggagacaagatggccgcccatagcgcttggaggacctaagaggcggtggccggg 
20 gccacgccccgggcaggagggccgctctgtgcgcgcccgctctatgatgcttgcgcgcgtcccccgcgcgccgcgctgc 
gggcggggcgggtctccgggattccaagggctcggttacggaagaagcgcagcgccggctggggagggggctggatg 
cgcgcgcacccggggggaggccgctgctgcccggagcaggaggagggggagagtgcggcgggcggcagcggcgct 
ggcggcgactccgccatagagcaggggggccagggcagcgcgctcgccccgtccccggtgagcggcgtgcgcaggg 
aaggcgctcggggcggcggccgtggccgggggcggtggaagcaggcgggccggggcggcggcgtctgtggccgtg 
25 gccggggccggggccgtggccggggacggggacggggccggggccggggccgcggccgtcccccgagtggcggc 
agcggccttggcggcgacggcggcggctgcggcggcggcggcagcggtggcggcggcgccccccggcgggagccg 
gtccctttcccgtcggggagcgcggggccggggcccaggggaccccgggccacggagagcgggaagaggatggattg 
cccggccctcccccccggatggaagaaggaggaagtgatccgaaaatctgggctaagtgctggcaagagcgatgtctact 
acttcagtccaagtggtaagaagttcagaagcaagcctcagttggcaaggtacctgggaaatactgttgatctcagcagttttg 
30 acttcagaactggaaagatgatgcctagtaaattacagaagaacaaacagagactgcgaaacgatcctctcaatcaaaataa 
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gggtaaaccagacttgaatacaacattgccaattagacaaacagcatcaattttcaaacaaccggtaaccaaagtcacaaatc 
atcctagtaataaagtgaaatcagacccacaacgaatgaatgaacagccacgtcagcttttctgggagaagaggctacaag 
gacttagtgcatcagatgtaacagaacaaattataaaaaccatggaactacccaaaggtcttcaaggagttggtccaggtagc 
aatgatgagacccmtatctgctgttgccagtgcWgcacacaagctctgcgccaatcacagggcaagtctccgctg 
5 ggaaaagaaccctgctgtttggcttaacacatctcaacccctctgcaaagcttttattgtcacagatgaagacatcaggaaa^ 
ggaagagcgagtacagcaagtacgcaagaaattggaagaagcactgatggcagacatcttgtcgcgagctgctgatacag 
aagagatggatattgaaatggacagtggagatgaagcctaagaatatgatcaggtaactttcgaccgactttccccaagrgaa 
aattcctagaaattgaacaaaaatgtttccactggcttttgcctgtaagaaaaaaaatgtacccgagcacatagag 
gcactaaccaatgccttmagatgtatttttgatgtatatatc^ 
10 agtcttttgtaatatcaagcaggaccctaagatgaagctgagcttttgatgccaggtgcaatctactggaaatgte 
teaaacatttgtttcccccacagtmaataagaacagatcaggaattctaaataaatttcccagttaaagattatt 
gtatataaacatattmatactttattgaaaggggacacctgtac^ 

15 Parmi les sequences antisens preferees de P invention on note plus particulierement la 
sequence SEQ ID No 2, qui correspond a TARN messager entier de la dem&hylase 
dans Torientation antisens : 
cgcatgcatgcataagcttgctcgagtctagatttttttttttttttgtct^ 
gaatgtacaggtgtccccmcaataaagtataaaaatatgttta^ 

20 agaattcctgatctgttcttattaaaactgtgggggaaacaaa^ 

caaaagctcagcttcatcttagggtcctgcttgatattacaaaagactaa 
gaataatagatatatacatcaaaaatacatctaaaaaggcattggttagtgct^^ 
tcttacaggcaaaagccagtggaaacatttttgttcaatttctaggaatmcycttggggaaagtcggtcgaa^ 
atattcttaggcttcatctccactgtccatttcaatatccatctcttctgtatcagcagctcgcgacaagatgtctgccatcag^ 

25 tcttccaatttcttgcgtacttgctgtactcgct^ 

agatgtgttaagccaaacagcagggttcttttccacagcagcggagacttgccctgtgattggcgcagagcttgtgtgcaaag 
cactggcaacagcagataaaagggtctcatcattgctacctggaccaactccttgaagacctttgggtagttccatggttttt 
aamgttctgttacatctgatgcactaagtccttgtagcctcttctcccagaaaagctgacgtggctgttcattcattc^ 
tctgaWcactttattactaggatgatttgtgactttggttaccggttgWgaaaattgatgctgm^ 

30 caagtctggtttacccttattttgattgagaggatcgmcgcagtctctgtttgttcttctgtaatttacte^ 
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ctgaagtcaaaactgctgagatcaacagtatttcc^ 

gaagtagtagacatcgctcttgccagcacttagcccagattttcggatcacttcctccttcttccatccgggggggagggccg 
ggcaatccatcctcttcccgctctccgtggcccggggtcccctgggccccggccccgcgctccccgacgggaaagggac 
cggctccgtcgacgcggcc 

5 Cette sequence antisens a 6t6 utilis£e dans le cadre des experiences presentees dans 
l'exemple 1. 

Ainsi, Tinvention vise un produit de combinaison tel que mentionne pr£c6demment 
dans lequel Pantisens comprend au moins : 
10 a) 15 nucleotides cons£cutifs de la sequence SEQ ID N°l ou de sa sequence 

complementaire ou de la sequence SEQ ID No 2, ou 

b) une sequence capable de s'hybrider de maniere selective £ Tune des 
sequences definies en a). 



15 Par « sequence capable de s'hybrider de maniere selective » 5 on entend les sequences 
qui s'hybrident avec les sequences evoqu£es ci-dessus a un niveau superieur au bruit 
de fond de maniere significative. Le bruit de fond peut etre U6 a Phybridation d'autres 
sequences d'ADN pr^sentes, notamment d'autres ARNm presents dans les cellules 
tumorales cibl£es. Le niveau du signal genere par Pinteraction entre la sequence 

20 capable de s'hybrider de maniere selective et les sequence definies par les SEQ ID NO 
1 & 2 ci-dessus est gen£ralement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que celui 
de Pinteraction des autres sequences d'ADN generant le bruit de fond. Le niveau 
d'interaction peut etre mesure par exemple, par marquage de la sequence utilis£e 
comme sonde avec des elements radioactifs, comme le 32 P. L'hybridation selective est 

25 g6n£ralement obtenue en employant des conditions de milieu tr&s sev£res (par exemple 
NaCl 0,03 M et citrate de sodium 0,03 M a environ 50°C-60°C). L'hybridation peut 
etre effectu£e selon les m^thodes usuelles de P6tat de la technique (notamment 
Sambrook & al., 1989, Molecular Cloning : A Labratory Manual), 



30 
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Par un « agent utilise en chimiotherapie antitumorale », on entend designer des agents 
antinSoplastiques. Parmi ces agents, on peut citer : 

- les composes appartenant a la famille des bteomycines (Mueller et aL, Cancer, 
5 Vol. 40, p. 2787 (1977), Umezawa et al., Journal of Antibiotics, 19A, p. 210 

(1966), US 4.472,304, FR2530639, et US 3.922,262) , en particulier la 
bteomycine, 

- les cytolytiques divers tels que la dacarbazine, Phydroxycarbamide, 
1 0 P asparaginase, la mitoguazone et la plicamycine, 

- les agents methylants, tels que la streptozotocine (2-deoxy-2-(3-methyl-3- 

nitrosoureido)-D-glucopyranose), la procarbazine (N-(l-methylethyl)-4-[(2- 
methylhydrazino)methyl]benzaniide), la dacarbazine ou DTIC (5-(3,3- 
15 dimethyl- l-triazenyl)-lH-imidazole-4-carboxamide), et la Temozolomide (8- 

carbamoyl-3-methylimidazo[5. 1 -d]- 1 ,2,3,5-tetrazin-4-(3H)-one). 

- les agents chloroethylants, tels que HECNU (l-(2-chloroethyl)-3-(2- 

hydroxyethyl)-l-nitrosourea), BCNU (l,3-bis(2-chloroethyl)-l -nitrosourea ou 
20 carmustine, Bristol-Myers), ACNU (l-(2-chloroethyl)-3-(4-amino-2-methyl-5- 

pyrimidinyl)methyl-l-nitrosourea), CCNU (l-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-l- 
nitrosourea ou lomustine), MeCCNU (-(2-chloroethyl)-3-(4- 
methylcyclohexyl)-! -nitrosourea ou semustine), la fotemustine (l-[N-(2- 
chloroethyl)-N-nitrosoureido]ethylphosphonic acid diethyl ester) et la 
25 clomesone (2-chloroethylmethylsulfonylmethanesulfonate) (Pegg et al., Prog. 

Nucleic Acid Research Molec. Biol. 51: 167-223 (1995)). Ces agents sont 
davantage decrits dans Colvin and Chabner. Alkylating Agents. In: Cancer. 
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- d'autres composes alkylants tels que les agents du type Ecteinascidin 743, les 
duocarmycines (Boger et al. J. Org. Chem. 1990, 55, 4499; Boger et al. J. Am. 
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Chem. Soc. 1990, 112, 8961; Boger et al. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 6645; 
Boger et al. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9872; Boger et al. Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 1992, 2, 759). 

5 - les agents pro-apoptotiques s61ectionn6s parmi les derives des glucocorticoid^, 

les inhibiteurs des topoisomerases tels que les inhibiteurs de la topoisom£rase 
2, par exemple les anthracyclines, Fepipodophyllotoxine tel que Fetoposide, les 
inhibiteurs de la topoisomSrase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

10 - les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 

antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par 
exemple la 5-fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, les taxoides tel que le 
15 taxotere, 

Ces agents antin^oplastiques sont decrits dans Actualite Pharmaceutiques n°302 
(Oct 1 992) pages 38 a 39 et 41 a 43. 

20 Dans un aspect pref&re, F invention vise un produit de combinaison tel que defini ci- 
dessus, dans lequel Fagent est selection^ parmi les composes appartenant a la famille 
des bleomycines, en particulier la bleomycine. 

Dans un autre mode particulier de realisation, Finvention porte sur un produit de 
25 combinaison mentionn6 ci-dessus, dans lequel F oligonucleotide antisens du gene 
codant pour la d6methylase MBD2 est porte par un vecteur comportant un promoteur 
permettant son expression efficace dans une cellule eucaryote. Ce vecteur peut 
egalement comporter une sequence poly A de terminaison de transcription. 
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De preference, le vecteur consiste en un plasmide. En effet, Putilisation d'un plasmide 
est plus economique et plus sur que l'utilisation des virus. De plus, ce mode de 
realisation de Pinvention permet la r6administration sans declencher de r^ponse 
immunitaire. Ce plasmide comprend avantageusement un promoteur, la sequence 
5 antisens selon Pinvention et une sequence terminateur de la transcription. De 
preference, la sequence de P antisens est ins&ree dans le plasmide pcDNA3.1HisA de la 
compagnie InVitrogen. 

Le produit selon Pinvention peut comporter en outre un ou plusieurs vehicule(s) 
10 pharmaceutiquement acceptable(s). II est destine en particulier pour une utilisation 
simultan6e, separee ou £tal£e dans le temps destine au traitement du cancer. 
En ce sens, dans un mode prefer^, les formulations sont adapfees a une administration 
par injection intratumorale. 

15 Les techniques permettant le transfert du plasmide dans les cellules cibles sont bien 
connues de Phomme du metier. En particulier, on se referera aux techniques 
d'electrotransfert dans les cellules eucaryotes d^crites dans WO 99/01 157 et Bettan et 
al, Bioelectrochemistry and Bioenergetics, 2000, 52 :83-90. Dans WO 99/01157, une 
methode pour transfert in vivo des acides nucleiques est proposee en utilisant des 

20 champs electriques faibles compris entre 1 et 600 V/cm. D'autres approches sont 
dgcrites dans Wolf et al. Science 247, 1465-68, 1990 ; Davis et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 93, 7213-18, 1996) dans lesquelles PADN est associe a des composes 
destin6s a favoriser sa transfection, comme des proteines, des liposomes, des lipides 
charges ou des polymeres cationiques tels que le poly£thyl£nimine, qui sont de bons 

25 agents de transfection in vitro (Behr et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6, 1989 
; Feigner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7413-7, 1987 ; Boussif et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 92, 7297-301, 1995). 

Ainsi, conform&nent & Pinvention, Pantisens peut 6galement etre transfere sous la 
30 forme d'ADN double brin ou d'un plasmide tel que mentionnS ci-dessus en association 
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ou non avec une molecule favorisant le transfert et/ou en utilisant lin faible champs 
£lectrique. 

L'invention s'&end egalement k toute application permettant de traiter le cancer 
5 comprenant Tutilisation d'un produit de combinaison mentionn<§ ci-dessus et une 
troisieme substance active utilis^e dans le cadre du traitement du cancer. A ce titre, 
Tinvention couvre la tri-th6rapie comportant 1* administration du produit de 
combinaison selon Tinvention et une troisieme substance active. 

10 La Mbd2/demethylase est exprim^e dans des tumeurs in vivo et est surexprim^e dans 
un pourcentage significatif de tumeur d'une maniere analogue a Dmntl. Alors que 
notre analyse d f un nombre limits de tumeurs ne prouve pas que la Mbd2/d6methylase 
est gen6ralement deregulee les cellules cancereuses, nos donnees sont compatibles 
avec ce module. Deuxiemement, nous montrons que 1'inhibition mediee antisens de la 

15 Mbd2/d6methy-lase conduit a des changements de la methylation g&iomique et a une 
inhibition de la tumorigenese in vitro. DifiKrentes m&hodes ^expression d'antisens ont 
ete utilises pour exclure la possibility que les changements observes refletent une 
certaine propri£te idiosyncrasique du vecteur. Une expression transitoire de l'antisens 
est suffisante pour inhiber la croissance inhibee par un ancrage et un contact, ce qui 

20 indique que la Mbd2/d6m6-thylase est necessaire pour le maintien de 1'etat transforme, 
et que son inhibition a des effets immediats sur la croissance des cellules cancereuses. 

De meme, Tintroduction d'un vecteur exprimant l'antisens de la Mbd2/ dem&hylase 
dans des tumeurs humaines que Ton a fait passer sous forme de xenogreffes chez des 
25 souris nues a provoqu£ une reduction de la croissance de la tumeur, ce qui montre que 
la Mbd2/ d&nethylase est necessaire pour le maintien de l'etat transform^. Alors que 
l'expression de l'antisens de la Mbd2/dem6thylase inhibe consid&ablement la 
tumorigenese in vitro, elle a un effet limite sur les tumeurs in vivo. Cela pourrait 
refteter la difficult^ qu f il y a k d61ivrer et exprimer d'une maniere efficace les vecteurs 
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antisens dans toutes les cellules d'une tumeur in vivo, plutot qu'une indication de 
Timpact limits de inhibition de la cible. 

Comme la Mbd2/ demethylase peut soit reprimer, soit demethyler les genes m&hyles, 
5 il est possible qu'un certain nombre de g£nes soit affecte par Tun ou Fautre de ces 
processus. L'inhibition de la repression, mediee par la Mbd2/dem<§thylase, de Tactivite 
de genes methytes pourrait se traduire par une activation d'un certain nombre de 
suppresseurs tumoraux. Par ailleurs, l'activite de demethylase pourrait etre requise pour 
inhiber une methylation aberrante des g£nes qui sont critiques pour le ph&iotype 
10 transform^. Une inhibition de la demethylase pourrait conduire a une methylation 
ectopique, des g£nes critiques etant rendus silencieux d ! une maniere stochastique. 

Comme les deux activity de Mbd2/demethylase doivent affecter une large gamme de 
genes, un r^sultat possible pourrait avoir ete un effondrement du programme 
15 ^expression des genes. Une telle possibility devrait avoir limite le potentiel 
therapeutique de inhibition de la Mbd2/demethylase. Cependant, l'analyse du schema 
genique des cellules dans lesquelles la Mbd2/d6methylase est inhiber n'etaye pas cette 
hypothese. 

20 Ainsi, Tinhibition de la Mbd2/ demethylase se traduit par une repression et par une 
induction de l'expression des genes impliques dans le processus tumorales, mais ne 
presente pas d'inconvenient pour une application therapeutique. Des changements de 
l'expression des g£nes apres traitement par Tantisens de Mbd2/demethylase 
apparaissent limites, or ces changements, renforc£s par un agent alkylant, sont 

25 responsables de la forte inhibition de la tumorigenese in vitro. 

Ainsi, Pinvention propose d'utiliser conjointement la Mbd2/d6methylase comme cible 
anti-canc&reuse et un agent alkylant de PADN. Le fait que le cycle cellulaire des 
cellules normales ne soit pas affecte par ce traitement, et le fait que ce traitement ne 
30 provoque pas de changements massifs de l'expression des g£nes, augmentent l'interet 
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de cette cible. I/inhibition de la Mbd2/d6m6thylase pourrait avoir un effet 
therapeutique & deux niveaux, Tun dans le r6tablissement de l'6tat normal de 
m&hylation genomique par inhibition d'une dem&hylase a singulation aberrante, et 
un autre, qui empeche que deviennent silencieux des genes suppresseurs de tumeur mal 
5 m&hyles, qui sont essentiels au maintien d'une regulation approprtee de la croissance 
cellulaire. 

Exemple 1 : Combinaison de therapie genique (£lectrotransfert intratumoral de 
plasmides codant pour Pantisens de la DNA D6m6thylase) et de chimiotherapie 
10 (injection intramusculaire de bleomycine) 

Deux series d'experience ont 6t6 r6alisees chez la souris nude de 18 a 20g. Les souris 
ont &e implant^es mono-lateralement avec des greffons de tumeurs H1299 (tumeurs 
pulmonaires humaines non a petites cellules) d'environ 20mm3. Les tumeurs se sont 
15 developpSes pour atteindre un volume de 20 k 150mm3. Les souris ont 6te triees en 
fonction de la taille des tumeurs et rSparties en lots homogenes atteignant des volumes 
tumoraux de 50 a 80mm3 (n=10 a 13). Les souris ont 6te anesthesias avec un melange 
K&amine, Xylazine. 

20 1.1 Experience 1 : Effet sur la croissance tumorale 

Les resultats sont illustr^s a la figure 1 et 1' analyse statistique est presentee a la table 
1 ci-dessous. 



TABLE 1 

ANALYSE STATlSriQUE 
Experience 1 





Jour 1000rrm3 (medlane) # 








Group 1: tLma/s ncn trartees 

Groups H&rrvdne25 ug 

Group 4 Arifisens de la DNA D§rneihylase 

Groups /rtisens d&\aOm^rr^&r/33a+U^csxydre25\jg 


14,90 
44,40 
29,10 
52,01 














Loo^Rank 






test tde Student 




Kaplan Maer 




Ccnrperascn statistique 


Cdnporascn de rrcyerne 


Rsqus cfatteindre 10CX>nn3 de vdurre tumxd 




p<Q0CO1 


*** 


p<0\0001 




25ug H6orrydne versus non trate 


p<0\0001 


*** 


p<0\0001 




/VrtisensdelaDNADerT^tn^ + ^\jgtieom/6rie^e^25{jQUkxry6TTB 


p= 0/1079 


NS 


p= 0,1946 


NS 


/Misers de la OWDen^tylase+25 ug b!eon^^>«rsusnQntraft§ 


p<Q0001 




p<aoooi 


*** 
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1.1.1 Tumeurs controles : une serie de tumeurs n'a subi aucun traitement. 

5 1.1,2 Tumeurs traitees avec le gfrie codant pour r antisens de la DNA Dem&hylase 
seul : 



Cinq electrotransferts de 50^g de plasmide dans S0\xL NaCl 150mM ont 6t6 realises 
dans les tumeurs aux jours indiquSs par les fleches. La solution de plasmide a ete 

10 inject6e longitudinalement en p6riph6rie de la tumeur k Taide d'une seringue 
Hamilton. Les faces lattrales des tumeurs ont 6t6 enduites de gel conducteur et les 
tumeurs ont 6t6 placees entre 2 Electrodes plates en acier inoxydable distantes de 0.4 a 
0.7 cm. Vingt a 30 sec apres Finjection, les plasmides ont ete 61ectrotransferes en 
utilisant un generateur d' impulsions electriques (carries) du commerce 

15 (Electropulsateur PS 15 Jouan) . Chaque tumeur a ete soumise a 500V/cm d61ivr6s en 8 
pulses d'une duree de 20msec a une frequence de 1 Hertz . 

1.1.3 Tumeurs traitees a la bleomycine seule : 

20 Vingt-cinq \xg de bleomycine/animal dans 50fiL de NaCl 150mM ont &e injects en 
bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apr£s, chaque tumeur a <§te 
soumise a 1 61ectrotransfert comme explicite ci-dessus. 

1.1.4 Tumeurs traitees avec une combinaison des 2 traitements (antisens et 
25 bleomycine) : 

Vingt-cinq (ig de bteomycine/animal dans 50jaL de NaCl 150mM ont 6te inject6s en 
bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apres, 50\xg de plasmide 
antisens dans 80|aL NaCl 150mM ont ete injectes et electrotransferts. Quatre autres 
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eiectrotransferts de 50|ig de plasmide antisens dans 80jxLNaCl 150mM ont ensuite 6t& 
r£alis6s dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

Les volumes tumoraux ont 6t6 mesur£s individuellement pour chaque tumeur a Faide 
5 d'un pied a coulisse electronique k affichage digital suivant la formule (longueur X 
largeur X 6paisseur )/2. 

La mediane des volumes tumoraux a et6 reportee en graphique, en fonction du temps. 
1.2 Experience 2 : Effet sur la croissance tumorale 

10 

Les resultats sont illustrfe a la figure 2 et F analyse statistique est presentee a la table 
2 ci-dessous. 



TABLE 2 



ANALYSE STATISTIQUE 
Experience 2 





J1000mm3 (mediane) # 


Group 1: NaCI /ET 


20,90 


Group 2: 25 ug bleomydne 


38,00 


Group 3: Antisens de la DNA Demethylase 


38,60 


Group 4: Antisens de la DNA Demethylase + 25 pg bleomydne 


52,00 



Log-Rank 





test t de Student 




Kaplan Meier 




Comparaison statistique 


Comparaison de moyenne 


Risque 


cfattemdre I000mm3 de volume tumoral 


Antisens de la DNA Demethylase versus NaCI JET 


p = 0,0201 




p = 0.0029 




25pg bleomydne versus NaCI /ET 


pa 0,0008 




p = 0,0001 


*** 


Antisens de la DNA Demethylase + 25 pg bleomydne versus 25pg bleomydne 


p = 0,0088 


** 


p = 0.0056 


*• 


Antisens de la DNA Demethylase + 25 pg bleomydne / NaCI /ET 


p = 0,0001 


*** 


p<0,0001 


*** 



#; nombre de jours pour atteindre 1000 mm3 volume tumoral 



15 1,2,1 Tumeurs controles : Cinq eiectrotransferts de 80liL NaCI 150mM ont et<§ 
r£alis£s dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 



20 



1.2.2 Tumeurs traitees avec le g£ne codant pour Fantisens de la DNA Demethylase 
seul : Cinquante pJL de NaCI 150mM ont 6t6 injects en bilateral dans le muscle 
tibialis cranialis et 30 minutes apr&s, un electrotransfert de 50^xg de plasmide antisens 
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dans 80^iL NaCl 150mM a ete realise. Quatre autres £lectrotransfert de 50|ig de 
plasmide antisens dans 80^L NaCl 150mM ont ensuite ete realises dans les tumeurs 
aux jours indiqu£s par les fleches. 

5 1.2.3 Tumeurs traitees a la bteomvcine seule : Vingt cinq \ig de bleomycine/animal 
dans 50jj.L de NaCl 150mM ont ete injectes en bilateral dans le muscle tibialis cranialis 
et 30 minutes apres, chaque tumeur a 6t6 inject6e avec 80^x1 de NaCL 150mM et 
soumise a un electrotransfert. Quatre autres 61ectrotransferts de 80|iL NaCl 150mM 
ont ensuite 6t6 r6alis£s dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

10 

1.2.4 Tumeurs trait6es avec une combinaison des 2 traitements (antisens et 
bteomycine) : Vingt cinq jig de bleomycine/animal dans 50piL de NaCl 150mM ont el£ 
injectes en bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apr&s, un 
Electrotransfert de 50fig de plasmide antisens dans 80^L NaCl 150mM a ete realise. 
15 Quatre autres Electrotransfert de 50p.g de plasmide antisens dans 80|iL NaCl 150mM 
ont ensuite 6t6 realises dans les tumeurs aux jours indiquEs par les fleches. 

Les volumes tumoraux ont 6te mesures individuellement pour chaque tumeur a l'aide 
d'un pied a coulisse electronique a affichage digital suivant la formule (longueur X 
20 largeur X Epaisseur )/2. 

La mediane des volumes tumoraux a 6t6 reportEe en graphique, en fonction du temps. 

13 Resultats et conclusion 

25 La combinaison de th&apie genique avec le g£ne codant pour T antisens de la DNA 
Dem&hylase humaine et de chimiotherapie a la bl6omycine permet d'induire un delai 
cumule de 3 1 a 38 jours dans la croissance des tumeurs H1299. 

Un tel dElai de croissance tumoral n'a jamais 6te atteint par les traitements administrEs 
isol6ment tels que la thSrapie g&rique seule (1 5 a 1 8 jours) ou la chimiotherapie seule. 
30 (17 a 30 jours) (Table 3 ci-dessous). 
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TABLE 3 

Combinaison de la therapie genique et de la chimiotherapie 

Effect de multiple electrotransferts intratumoraux de plasmides codant pour I'antisens de la DNA Demethylase humaine 
associes avec un traitement a la bleomycine, sur la croissance des tumeurs H1299 



a) Delais de croissance tumorale 





Experience 1 


Experience 2 


J1000 
* 


delais de croissance 
Traitement 
versus non traite 


J1000 


delate de croissance 

Traitement 
versus electro/Nad 


non traitees 
ET/NaCI 


J14 




J21 




Antisens de la Demethylase 


J29 


15 Jours 


J39 


18 jours 


Bleomycine 25ug 


J44 


30 jours 


J38 


17 jours 


Antisens de la Demethytase/bleomyclne 25ug 


J52 


38 jours 


J52 


31 jours 



J 1000* = nombre de jours necessaires pour atteindre un volume tumoral de 1000mm 3 



La combinaison de la therapie genique et de la chimiotherapie induit un effet 
synergique sur la guSrison des tumeurs puisque 30 a 40% des guerisons de tumeurs ont 
6t€ obtenues avec le traitement combine, comparativement a 10% seulement avec les 
5 traitements administres isolement. (Table 4 ci-dessous). 



TABLE 4 

Combinaison de therapie genique et de chimiotherapie 



b) Guerison de tumeurs 





Experience 1 


Experience 2 


nombre de tumeurs 
gueries 


nombre de tumeurs 
gueries 


non traitees 
NaCl/electro 


0/11 


0/11 


Antisens de la Demethyiase 


0/13 


1/10 
J53 


Bleomycine 25 ug 


1/13 

I J54 


1/11 
J53 


Antisens de la Demethyiase/bleomydne 25ug 


3/11 
J33/J69/J69 


4/10 

J32/J3S/J53/J53 



Rem: les tumeurs gueries sont des tumeurs qui ne sont plus mesurables 

Jx: absence de tumeurs jusqtfau jour Mque au deta duquel la souris est decedee 
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REVENDICATIONS 

5 1. Produit de combinaison comprenant au moins un oligonucleotide antisens du gene 
codant pour la dem&hylase MBD2 et au moins un agent utilise en chimiotherapie 
antitumorale pour une utilisation simultan^e, s^paree ou etalee dans le temps destine au 
traitement des maladies proliferatives et inflammatoires. 

2. Produit de combinaison selon la revendication 1, caracterise en ce que Tantisens du 
gene codant pour la demethylase MBD2 comprend au moins : 

a) 15 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°l ou de sa sequence 
compl&nentaire ou de la sequence SEQ ID No 2, ou 

b) une sequence capable de s'hybrider de maniere selective a Tune des 
sequences definies en a). 

3. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
l'agent utilise en chimiotherapie antitumorale est seiectionne parmi les composes 
appartenant a la famille des bieomycines, en particulier la bieomycine. 

4. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
Tagent utilise en chimiotherapie antitumorale est seiectionne parmi les agents 
antineoplastiques capables de methyler l'ADN, notamment parmi les agents 
methylants, tels que la streptozotocine, la procarbazine, la dacarbazine et la 
Temozolomide. 

5. Produit de combinaison selon Time des revendications 1 £ 2, caracterise en ce que 
l'agent utilise en chimiotherapie antitumorale est seiectionne parmi les agents 
chloroethylants, les agents chloroethylants, notamment : 

30 l-(2-chloroethyl)-3-(2-hydroxyethyl)-l-nitrosourea, 
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1 ,3-bis(2-chloroethyl)-l -nitrosourea, 

1 -(2-chloroethyl)-3-(4-amino-2-me^ -nitrosourea, 
1 -(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-l -nitrosourea, 

1- (2-chloroethyl)-3-(4-methylcyclohexyl)-l-nitrosourea, 

5 1 -|>I-(2-chloroethyl)-N-nitrosoureido]ethylphosphonic acid diethyl ester, 

2- chloroethylmethylsulfonylmethanesulfonate. 

6. Produit de combinaison selon l'une des revendications 1 a 2, caract£rise en ce que 
T agent utilise en chimioth£rapie antitumorale est selection^ parmi : 
10 - les cytolytiques divers tels que la dacarbazine, l'hydroxycarbamide, 

T asparaginase, la mitoguazone et la plicamycine, 

- les agents pro-apoptotiques selectionnes parmi les derives des glucocortico'ides, 

les inhibiteurs des topoisomSrases tels que les inhibiteurs de la topoisom<§rase 
15 2, par exemple les anthracyclines, l'epipodophyllotoxine tel que P&oposide, les 

inhibiteurs de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

- les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 

antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par 
20 exemple la 5-fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, les taxoi'des tel que le 

taxotere, 

25 7. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 6, caract&ise en ce que 
T oligonucleotide antisens du gene codant pour la d6m£thylase MBD2 est port£ par 
vecteur comportant un promoteur permettant son expression efficace dans une cellule 
eucaryote. 
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8. Produit de combinaison selon Tune des revendications 7, caract^rise en ce qu'il 
comporte line sequence poly A de terminaison de transcription. 

9. Produit de combinaison selon la revendication 7, caracterise en ce que le vecteur 
5 consiste en un plasmide. 

10. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que 
P oligonucleotide antisens est un ADN double brin. 

10 11. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 10 5 caracterise en ce 
qu'il comprend en outre un ou plusieurs elements favorisant le transfert de 
P oligonucleotide antisens dans les cellules cibles. 

12. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que 
15 Poligonucleotide antisens est adapts a une administration in vivo par electrotransfert, 

de preference en utilisant des champs electriques faibles compris entre 1 et 600 V/cm. 

13. Produit de combinaison selon Pune des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
qu'il comporte en outre un ou plusieurs v£hicule(s) pharmaceutiquement acceptable(s). 

20 

14. Produit de combinaison selon Pune des revendications 1 a 13, particulier pour une 
utilisation simultan£e, separ£e ou etal6e dans le temps destine au traitement du cancer. 

15. Produit de combinaison selon Pune des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
25 qu'il est adapte a une administration par injection intratumorale. 
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<120> Combinaison chimi other apie et antisens de la DNA 
dem^thylase 

<130> D19864 

<150> FR 02/02 879 
<150> 2002-03-07 

<160> 2 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1966 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

gggggcgtgg ccccgagaag gcggagacaa gatggccgcc catagcgctt ggaggaccta 60 
agaggcggtg gccggggcca cgccccgggc aggagggccg ctctgtgcgc gcccgctcta 120 

tgatgcttgc gcgcgtcccc cgcgcgccgc gctgcgggcg gggcgggtct ccgggattcc 180 
aagggctcgg ttacggaaga agcgcagcgc cggctgggga gggggctgga tgcgcgcgca 240 
cccgggggga ggccgctgct gcccggagca ggaggagggg gagagtgcgg cgggcggcag 3 00 

cggcgctggc ggcgactccg ccatagagca ggggggccag ggcagcgcgc tcgccccgtc 3 60 

cccggtgagc ggcgtgcgca gggaaggcgc tcggggcggc ggccgtggcc gggggcggtg 420 

gaagcaggcg ggccggggcg gcggcgtctg tggccgtggc cggggccggg gccgtggccg 4 80 

gggacgggga cggggccggg gccggggccg cggccgtccc ccgagtggcg gcagcggcct 54 0 

tggcggcgac ggcggcggct gcggcggcgg cggcagcggt ggcggcggcg ccccccggcg 600 

ggagccggtc cctttcccgt cggggagcgc ggggccgggg cccaggggac cccgggccac 660 

ggagagcggg aagaggatgg attgcccggc cctccccccc ggatggaaga aggaggaagt 720 

gatccgaaaa tctgggctaa gtgctggcaa gagcgatgtc tactacttca gtccaagtgg 780 

taagaagttc agaagcaagc ctcagttggc aaggtacctg ggaaatactg ttgatctcag 840 

cagttttgac ttcagaactg gaaagatgat gcctagtaaa ttacagaaga acaaacagag 900 

actgcgaaac gatcctctca atcaaaataa gggtaaacca gacttgaata caacattgcc 960 

aattagacaa acagcatcaa ttttcaaaca accggtaacc aaagtcacaa atcatcctag 1020 

taataaagtg aaatcagacc cacaacgaat gaatgaacag ccacgtcagc ttttctggga 1080 

gaagaggcta caaggactta gtgcatcaga tgtaacagaa caaattataa aaaccatgga 1140 

actacccaaa ggtcttcaag gagttggtcc aggtagcaat gatgagaccc ttttatctgc 12 00 

tgttgccagt gctttgcaca caagctctgc gccaatcaca* gggcaagtct ccgctgctgt 1260 

ggaaaagaac cctgctgttt ggcttaacac atctcaaccc ctctgcaaag cttttattgt 1320 

cacagatgaa gacatcagga aacaggaaga gcgagtacag caagtacgca agaaattgga 1380 

agaagcactg atggcagaca tcttgtcgcg agctgctgat acagaagaga tggatattga 144 0 

aatggacagt ggagatgaag cctaagaata tgatcaggta actttcgacc gactttcccc 1500 

aagrgaaaat tcctagaaat tgaacaaaaa tgtttccact ggcttttgcc tgtaagaaaa 1560 

aaaatgtacc cgagcacata gagcttttta atagcactaa ccaatgcctt tttagatgta 1620 

tttttgatgt atatatctat tattcaaaaa atcatgttta ttttgagtcc taggacttaa 1680 

aattagtctt ttgtaatatc aagcaggacc ctaagatgaa gctgagcttt tgatgccagg 1740 

tgcaatctac tggaaatgta gcacttacgt aaaacatttg tttcccccac agttttaata 1800 

agaacagatc aggaattcta aataaatttc ccagttaaag attattgtga cttcactgta 1860 

tataaacata tttttatact ttattgaaag gggacacctg tacattcttc catcatcact 192 0 

gtaaagacaa ataaatgatt atattcacaa aaaaaaaaaa aaaaaa 1966 
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cgcatgcatg cataagcttg ctcgagtcta gatttttttt tttttttgtc tgtgaatata 60 
atcatttatt tgtctttaca gtgatgatgg aagaatgtac aggtgtcccc tttcaataaa 12 0 
gtataaaaat atgtttatat acagtgaagt cacaataatc tttaactggg aaatttattt 180 
agaattcctg atctgttctt attaaaactg tgggggaaac aaatgtttta cgtaagtgct 24 0 
acatttccag tagattgcac ctggcatcaa aagctcagct tcatcttagg gtcctgcttg 300 
atattacaaa agactaattt taagtcctag gactcaaaat aaacatgatt ttttgaataa 360 
tagatatata catcaaaaat acatctaaaa aggcattggt tagtgctatt aaaaagctct 42 0 
atgtgctcgg gtacattttt tttcttacag gcaaaagcca gtggaaacat ttttgttcaa 4 80 
tttctaggaa ttttcycttg gggaaagtcg gtcgaaagtt acctgatcat attcttaggc 54 0 
ttcatctcca ctgtccattt caatatccat ctcttctgta tcagcagctc gcgacaagat 600 
gtctgccatc agtgcttctt ccaatttctt gcgtacttgc tgtactcgct cttcctgttt 660 
cctgatgtct tcatctgtga caataaaagc tttgcagagg ggttgagatg tgttaagcca 720 
aacagcaggg ttcttttcca cagcagcgga gacttgccct gtgattggcg cagagcttgt 780 
gtgcaaagca ctggcaacag cagataaaag ggtctcatca ttgctacctg gaccaactcc 84 0 
ttgaagacct ttgggtagtt ccatggtttt tataatttgt tctgttacat ctgatgcact 900 
aagtccttgt agcctcttct cccagaaaag ctgacgtggc tgttcattca ttcgttgtgg 960 
gtctgatttc actttattac taggatgatt tgtgactttg gttaccggtt gtttgaaaat 1020 
tgatgctgtt tgtctaattg gcaatgttgt attcaagtct ggtttaccct tattttgatt 1080 
gagaggatcg tttcgcagtc tctgtttgtt cttctgtaat ttactaggca tcatctttcc 114 0 
agttctgaag tcaaaactgc tgagatcaac agtatttccc aggtaccttg ccaactgagg 12 00 
cttgcttctg aacttcttac cacttggact gaagtagtag acatcgctct tgccagcact 1260 
tagcccagat tttcggatca cttcctcctt cttccatccg ggggggaggg ccgggcaatc 132 0 
catcctcttc ccgctctccg tggcccgggg tcccctgggc cccggccccg cgctccccga 13 80 
cgggaaaggg accggctccg tcgacgcggc c 1411 



